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Pharmazeutisches Praparat zur Wundbehandlung 



Stand der Technik 

Man kann 5 Stadien der Wundheilung beschreiben: 

1. Blutgerinnung und Freisetzung von Mediatoren aus . Thrombozyten 
(nach einigen Minuten) , 

2. Einstrom von Leukozyten, d. h. anfangs Granulozyten, spater 
Makrophagen und Lymphozyten (Tag 1-3) , 

3. Vermehrung diverser Zellen wie Fibroblasten, Endo- und Epi- 
thelzellen (Tag 3-7), 

4. Wundkontraktion (Tag 7-9) und 

5. Umbau des Narbengewebes (bis zu einem Jahr) 

Das Einstromen von Granulozyten in Phase 2 bewirkt Aufnahme von 
Debris und Abtoten von infektiosen Erregern, eine Aufgabe, die 



auch von Makrophagen ubernommen wird. Die Makrophagen sinci dar- 
uberhinaus die Quelle einer Reihe von Mediatoren wie Signalpep- 
tiden, Wachstumsf aktoren und Zytokinen, wie Transforming Growth 
Factor (TGFfil), Platelet Derived Growth Factor (PDGF-AA und - 
BB) , Fibroblast Growth Factor (FGF2) und zur Familie der Epi- 
dermal Growth Factors (EGF) gehorigem TGF-a. Makrophagen sezer- 
nieren auch Interleukin-1 (IL-1), das indirekt in Fibroblasten 
FGF7 induziert. Alle diese Faktoren sind an unterschiedlichen 
Stadien der Wundheilung beteiligt bzw. daflir unerlaBlich. Ohne 
Makrophagen als Quelle dafur ist eine Wundheilung stark verzo- 
gert bzw. nicht moglich. 

Problematik : 

Obwohl es moglich ist, einige der oben erwahnten Mediatoren in 
isolierter Form bei der Wundheilung einzusetzen, ist dies jedoch 
schwierig, da die meisten dieser Peptide eine Halbwertszeit von 
nur wenigen Minuten haben. Weitere Schwierigkei ten bestehen 
darin, daft der naturliche Zeitpunkt des Erscheinens der unter- 
schiedlichen Mediatoren, die optimale Dosierung und die Interak- 
tion dieser Substanzen nicht im Einzelnen bekannt sind, ge- 
schweige denn bei Applikation kontrolliert werden konnen. 

Eine Komplikation auch chirurgischer Wunden konnen Infektionen 
darstellen, die im allgemeinen zu verzogerter Wundheilung und 
erhohter Narbenbildung ftihren, was besonders bei kosmetischen 
Operationen problematisch ist. Eine prophylaktische Abdeckung 
mit Antibiotika ist angesichts der Resistenzprobleme und eventu- 
eller allergischer Reaktionen vielerorts nicht mehr iiblich. Bei 
bestimmten Patientengruppen, z. B. Diabetikern oder alteren Pa- 
tienten, ist Wundheilung verzogert. 



Ldsung 



Mykoplasmen haben natiirlicherweise die Eigenschaft, am Infek- 
tionsort, z. B. der Lunge, zum Einstromen von Leukozyten zu fuh- 
ren. Wie wir jetzt zeigen konnten, ist diese Eigenschaft mit dem 
Vorhandensein einer bestimmten Klasse von Lipopeptiden assozi- 
iert, die dadurch charakterisiert ist, dafi sie N-terminal eine 
Dihydroxypropyl-cystein-Gruppe mit zwei esterartig gebundenen, 
langkettigen Fettsauren aufweist (Muhlradt et al . in J. Exp. 
Med., 185 (1997) 1951). Derartige Lipopeptide haben aufier der 
bereits beschriebenen Eigenschaft, Makrophagen in vitro zur 
Freisetzung von Zytokinen und Prostaglandinen zu stimulieren (1 
bis 3) , auch die von uns neu gefundene Fahigkeit, in vivo hohe 
Titer an den Chemokinen MIP-loc und MIP-2 zu induzieren. 

Insbesondere haben einige Klone von Mycoplasma fermentans einen 
erhohten Anteil an diesen Lipopept iden/Lipoproteinen, die auch 
synthetisch zuganglich sind (4 bis 5) . In der Tiermedizin konnen 
solche hit ze-getoteten Mykoplasmenklone, bzw. in der Humanmedi- 
zin reine, synthetisch hergestellte Lipopeptide sowie Lipopep- 
tide, die in Liposomen eingebaut wurden, z. B. in Form von Sal- 
ben oder Lotionen eingesetzt werden. Auf Wunden aufgebracht sol- 
len derartige Praparate den naturlichen Einstrom von Granulo- 
zyten und Makrophagen erhohen und beschleunigen und somit einer 
Infektion vorbeugen sowie durch Anregung der Biosynthese an der 
Wundheilung beteiligter Mediatoren in der nattirlichen Reihen- 
folge und Konzentration die Wundheilung erleichtern und be- 
schleunigen. Die in vivo-Wirksamkeit derartiger Lipopeptide aus 
Mykoplasmen ist uberraschend und neu, da Applikation von anderen 
bakteriellen Lipopeptiden und ihrer synthetischen Analoga im 
Tierversuch keine Wirkung zeigen (S. Hausschildt et al . in FEMS 
Immunol. Med. Microbiol., 8 (1994) 77. 
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Gemafi einer Ausf uhrungsf orm wird die der Erfindung zugrundelie- 
gende Aufgabe durch ein pharmazeutisches Praparat zur Tier- oder 
Human-Wundbehandlung gelost, enthaltend ein oder bestehend aus 
einem physiologisch vertraglichen Lipopeptid oder Lipoprotein, 
das N-terminal eine Dihydroxypropyl-cystein-Gruppe mit zwei 
esterartig gebundenen gegebenenf alls langkettigen Fettsauren 
tragt, die gleich oder verschieden sind. 

Vorzugsweise ist das Lipopeptid wasserloslich. 

Das Lipopeptid oder Lipoprotein kann die folgende Aminosaurese- 
quenz (I) : 

DhcGNNDESNI S FKEK 

oder eine Aminosauresequenz aufweisen, die mit der Sequenz (I) 
mit der Ausnahme identisch ist, dafi N-terminal die Aminosauren 
an Positionen 2 und gegebenenf alls 3 fehlen und/oder C-terminal 
1 bis 2 Aminosauren deletiert sind. 

Ferner kann es sich bei dem Lipopeptid urn ein S- (2, 3-Dihydroxy- 
propyl ) -cystein-Peptid handeln, wobei die beiden Fettsaurereste 
die Formel R-CO- besitzen, wobei R eine CT-25-Alkyl-, C 7 -25"Alke- 
nyl- oder C 7 -25 _ Alkinylgruppe ist, wobei ungesattigte Reste vor- 
zugsweise in cis-Konf iguration vorliegen. 

Das erf indungsgemafie Praparat kann in Form einer Salbe, einer 
Lotion, einer waBrigen Suspension oder eines Pflasters vorlie- 
gen . 

Ferner kann das Lipopeptid oder Lipoprotein in ein Liposom ein- 
gebaut sein. 
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Ferner kann das Lipopeptid Oder Lipoprotein synthetisch herge- 
stellt oder aus einem Mykoplasma-Klon isoliert worden sein, ins- 
besondere aus einem Mykoplasma fermentans-Klon. 

Eine weitere Aus fuhrungs form der Erfindung betrifft ein pharma- 
zeutisches Praparat zur Tier-Wundbehandlung, enthaltend einen 
oder bestehend aus einem abgetoteten Mykoplasma-Klon. 

Bei dem abgetoteten Mykoplasma-Klon kann es sich urn einen hitze- 
getoteten Mykoplasma-Klon und/oder einen Mykoplasma fermentans- 
Klon handeln. 

Mykoplasmen- oder synthetische Lipopeptidpraparate waren kosten- 
gunstig herstellbar und wiirden den natlirlichen Ablauf der Wund- 
heilung verstarken, ohne prinzipiell in den komplizierten Regel- 
mechanismus verschiedener Mediatoren der Wundheilung einzugrei- 
fen. Dariiberhinaus wtirde eine Inf ektionsprophylaxe bewirkt, ohne 
daiJ Antibiotika oder andere, die Wundheilung z. B. schadigende 
Bakteriostatika eingesetzt werden miissten, Solche Lipopeptidpra- 
parate waren auch bei Gesichtswunden einsetzbar, bei denen aus 
Grunden der Toxizitat der iiblichen Bakteriostatika bei Gefahr 
des Kontakts mit Augen oder dem Nasen- und Oralbereich Vorsicht 
geboten ist. Bei topischer Anwendung ist die Gefahr von systemi- 
schen Wirkungen wie Fieber so gut wie ausgeschlossen . 

Nachstehend wird die Erfindung durch Abbildungen und Beispiele 
naher erlautert. Es zeigen: 

Abb. 1 den Einflufi einer Injektion M. fermentans auf die Leuko- 
zytenzahl im Peritoneum nach unterschiedlichen Zeiten; 
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Abb. 2 den EinfluB einer Injektion leerer bzw. MALP-2-halt iger 
Liposomen auf die Leukozytenzahl im Peritoneum nach unterschied- 
lichen Zeiten; 

Abb. 3 den EinfluB einer Injektion von MALP-2 auf die Leuko- 
zytenzahl im Peritoneum nach unterschiedlichen Zeiten. 

Beispiel 1: 

Als Beispiel der Wirksamkeit von hi tze-getoteten Mykoplasmen, 
synthetischen Lipopeptiden oder Liposomen, in die derartige Li- 
popeptide inkorporiert wurden, dient uns das Modell des Einstro- 
mens von Granulozyten und Makrophagen in das Peritoneum (Bauch- 
fell) der Maus. Es werden NMRI -Aus zuchtmause als Versuchstiere 
verwendet, um genetische Besonderheiten auszuschlieBen . 

Mykoplasmen werden kloniert, geziichtet, geerntet und auf Makro- 
phagen stimulierende Aktivitat gepriift (6). Das Lipopeptid MALP- 
2 wurde gemaB Muhlradt et al . in loc. cit. synthetisiert . MALP- 
haltige Liposomen werden wie folgt konstruiert: Die in Chloro- 
form bzw. Chloroform/Methanol (1+1) gelosten Lipide (Phosphatid- 
glycerin, Phosphatidylserin, Cholesterol, NBD-PE , molares Ver- 
haltnis 1,08 : 1 : 0,25 : 0,005) werden mit dem in 2-Propanol/H 2 0 
(1+1) gelosten MALP-2 zusammenpipett iert und mittels Rotations- 
verdampfer eingeengt. Vollstandige Trocknung des Lipidfilms er- 
folgt uber Nacht unter der Sterilbank. Resuspension des getrock- 
neten Lipidfilms in Octylglucosid (100 mM in 0,05 M Tris-gepuf- 
fertem NaCl, pH 7), 30 min. 37 °C im Wasserbad. Dialyse gegen 
das 50-fache Volumen NaCl (0,1 M Tris-gepuf f ert, pH 7) bei Raum- 
temperatur, 2 x Wechsel des AuBendialysats nach jeweils 24 Stun- 
den . 



7 



Die erhaltene Liposomensuspension wird insgesamt 3 x mit NaCl 
gewaschen (Zentrifugation 30 min. bei 47800 g, 4 °C) und im An- 
schluft daran in NaCl resuspensiert . 

Zum Zeitpunkt 0 werden die folgenden Praparate steril und in 
physiologischer Kochsalzlosung in den Bauchraum der Versuchs- 
tiere injiziert. Gruppen von 3 Mausen werden nach unterschiedli- 
chen Zeiten getotet, der Bauchraum mit 1,2 ml steriler Kochsaiz- 
losung gespult und die Leukozytenzahl und -zusammensetzung in 
dieser Zellsuspension bestimmt. 

Die Abb. 1 zeigt die Wirkung hitze-getoteter Mykoplasmen, die 
Abb. 2 die von Liposomen, in die MALP-2 integriert wurde bzw. 
die von „leeren" Kontrolliposomen und die Abb, 3 die Wirkung von 
reinem synthetischen MALP-2 auf die Leukozytenzahl im Perito- 
neum* 

In der Tabelle 1 sind die wesentlichen Werte, d. h. der nach In- 
jektion der Praparate erfolgende Anstieg an Granulozyten und der 
spatere Anstieg an Makrophagen zusammengef aI5t . Es ergibt sich 
eine Zunahme gegeniiber unbehandelten Kontrolltieren von Granulo- 
zyten urn das etwa Hunderfache, wahrend die Makrophagen nach 3 
Tagen urn das Doppelte bis Dreifache zugenommen haben. 

Misst man 2 Std. nach Applikation der Mykoplasmen oder Lipopep- 
tidpraparate die chemotaktisch wirksamen Chemokine MlP-la und 
MIP-2 im Serum oder der Peritonealf ltissigkeit der Versuchstiere, 
so findet man signifikant erhohte Aktivitaten. 

Tabelle 1: Anzahl von Granulozyten und Makrophagen nach intrape- 
ritonealer Inj ektion 
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Experiment 


In j eJction 


Mans 




Granulozyten 


Kakrophagen 












(x 10 6 ) 1} 


(x 


10 6 ) 1 ' 








24 


Std. 


72 Std. 


24 Std. 


72 Std. 


1 


0,2 mg M. fermentans Pro- 


A 


4, 




1 3 


0 7 


3, 67 




tein mit 0,8 jjg MALP-2 


B 


1 


1 


1/ 2 


0, 96 


4, 19 






c 


4 , 


5 


1, 4 


1, 6 


3, 83 


2 


0,5 mg Liposomen itiit 


A 


7, 


87 


1, 1 




3, 6 




8 ug MALP-2 


B 


11, 


18 


0,49 




4,9 






C 


6, 


5 


0,27 




2,7 


3 


8 ug MALP-2 


A 


3, 


08 


1, 12 










B 


1, 


72 


1, 49 










C 


7, 


62 


1,97 






4 


8 pg MALP-2 


A 










6, 2 






B 










3,1 






C 










7,7 



1) Anzahl von Leukozyten in Kontroll-Mausen (2 Std. NaCl ) : 

" Granulozyten < 5 x 10 4 

' Makrophagen 1,2 - 2,2 x 10 6 



Bei spiel 2: 

Auch durch Injektion von z. B. 15 pg Endotoxin Lipopolysaccharid 
aus Salmonella typhimurium kann Einstromen von Leukozyten er- 
reicht werden, jedoch leiden die Versuchstiere unter dieser Be- 
handlung. Dies ist nicht zuletzt auf einen meiibaren Anstieg an 
Tumor Nekrose Faktor-a (TNF) im Serum der Tiere zuriickzuf uhren . 
Es wurde im Serum der Endotoxin-behandeiten Tiere nach 1,5 Std. 
zwischen 2500 und 40000 pg/ml TNF gemessen (Kochsalz behandelte 
Kontrolltiere < 250 pg/ml) . Dagegen wurde nach Anwendung der My- 
koplasma-Praparate in dem oben genannten Beispiel 1 kein signi- 
fikanter Anstieg an TNF gegentiber Kontrolltieren gemessen. 



Referierter Stand der Technik 



1. Quentmeier et al. in Infect. Immun., 58 (1990) 1273-1280, 

2. Muhlradt & Frisch in Infect. Immun., 62 (1994) 3801-3807. 
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Patentanspruche 

1. Pharmazeutisches Praparat zur Tier- oder Human-Wundbehand- 
lung, enthaltend ein oder bestehend aus einem physiologisch 
vertraglichen Lipopeptid oder Lipoprotein, das N-terminal 
eine Dihydroxypropyl-cystein-Gruppe mit zwei esterartig ge- 
bundenen gegebenenf alls langkettigen Fettsauren tragt, die 
gleich oder verschieden sein konnen. 

2. Praparat nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch ein wasserlos- 
liches Lipopeptid oder Lipoprotein. 

3. Praparat nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi 
das Peptid die folgende Minosauresequenz (I) : 

DhcGNNDEjSNIjSFI^EK 

oder eine Aminosauresequenz aufweist, die mit der Sequenz (I) 
mit der Ausnahme identisch ist, dafl N-terminal die Aminosau- 
ren an Positionen 2 und gegebenenf alls 3 fehlen und/oder C- 




terminal 1 bis 2 Aminosauren deletiert sind. 



Praparat nach einem der vorhergehenden Anspriiche, gekenn- 
zeichnet durch ein S- (2, 3-Dihydroxypropyl ) -cystein-Peptid, 
wobei die beiden Fettsaurereste die Formel R-CO- besitzen, 
wobei R eine C 7 -25-Alkyl-, C 7 _ 2 5-Alkenyl- oder C 7 _ 2 5-Alkinyl- 
gruppe ist, wobei ungesattigte Reste vorzugsweise in cis-Kon- 
f iguration vorliegen . 

Praparat nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft es in Form einer Salbe, einer Lotion, einer 
walirigen Suspension oder eines Pflasters vorliegt. 

Praparat nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft das Lipopeptid oder Lipoprotein in ein Li- 
posom eingebaut ist. 

Praparat nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft das Lipopeptid oder Lipoprotein synthetisch 
hergestellt oder aus einem Mykoplasma-Klon isoliert worden 
ist, insbesondere einem Mykoplasma fermentans-Klon. 

Pharmazeutisches Praparat zur Tier-Wundbehandlung, enthaltend 
einen oder bestehend aus einem abgetoteten Mykoplasma-Klon. 

Praparat nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daft es sich 
urn einen hit ze-getoteten Mykoplasma-Klon und/oder einen Myko- 
plasma fermentans-Klon handelt. 



Zusanunenf as sung 



Die Erfindung betrifft ein pharmazeutisches Praparat zur Tier 
oder Human-Wundbehandlung enthaltend einen oder bestehend aus 
einem Lipopeptid oder Lipoprotein, das N-terininal eine Dihy- 
droxypropyl-cystein-Gruppe mit zwei esterartig gebundenen geg 
benenfalls langkettigen Fettsauren tragt. 
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